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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft zur Immobilisierung (Fixierung) von biologisch wirksamen Substanzen geeignete 
Latices mh Kern-Schale-Aufbau. die fur eine kovalente Fixierung geeignete funktioneUe Gruppen im Schalen- 
bereich aurweisen. . , . . 

Das Problem der Tra^erfixierung von biologisch wirksamen Substanzen stellt sich unter vieifaiugen Aspekten 
im Bereich derTechmkTbeispieisweise in Biochemie und Biotechnoiogie, der Medizin, insbesondere der medizi- 
nischen Diagnostik u. a. In der Regel handeit es sich bei den zu fixierenden biologisch wirksamen Substanzen" 
um Verbindungen bzw. Funktionseinheiten, die zur Wechselwirkung mit biologischen Systemen geeignet sind 
bzw. um diese biologischen Systeme selbst Das besondere Interesse der Technik gait u. a. der Fixierung von 
Katalysatoren, speziell von Enzymen bzw. auch der Substratfixierung, wie siez. B. fur die Affimtatschromatogra- 
phie von Bedeutuns ist Zur Erlauterung der bestehenden technischen Probleme wird im folgenden auf die 
Immobilisierung solcher "biologisch wirksamen Substanzen" naher eingegangen, die sich diagnostisch auswerten 
lassen, 

Bei derartigen diagnostisch auswertbaren Reaktionen geht es um die Erfassung der Wechselwirkung von im 
Orgasnismus vorhandenen oder vom Organismus produzierten Substanzen, die fur den diagnostisch zu erf assen- 
den Zustand symptomausch sind, mit soichen Substanzen, die moglichst spezifisch auf diese "symptomauv.rhen" 
Substanzen ansprechen. Ein auBerordentlich hohes MaB an Spezifitat kommt den Immunreaktionen zu, Immun- 
reaktionen erfolgen bekannulch zwischen Antigenen und AntikSrpern: Einer der beiden Reaktionspartner muB 
bekannt sein. damit der andere qualitativ oder quantitativ in einer Korperflussigkeit bestimmt oder in Zellen und 
Geweben lokalisiert werden kann. 

Es gibt verschiedene analytische Verfahren zum Nachweis von Antigen-Anti-ICorperreaktionen (Ag-AK-Re- 
aktion), z. B. den Radioimmunoassay, den Enzymimmuncassay. die Immunofluoreszenz, die Immunodiffusion, 
insbesondere abcr die lmmunoaggiutination. 

Die lmmunoaggiutination ermogiicht den Nachweis selbst niedriger Konzentrauonen an immunologisch 
aktiven Materialien. indem man teilchenformige Trager als Indikatoren benutzt deren Verklumpung eine 
vorhandene Immunreaktion visuell oder photometrisch erfaBbar machL je nach Art der verwendeten Trager 
unterscheidet man zwischen Bakterien-. Ham-, Lcukozyten-, Bentonit- und Latex-Agglutination. 
VerhaltnismaBig groBe Aufmerksamkeit wurde der Latex-Agglutination geschenkt. 

Die vorgcschlagenen Latices konnen verschiedenen Polymerisattypen angehoren. Haufig Gebrauch gemacht 
wird von Latices auf Basis von Styrol bzw. styrolhaltigen Copolymeren (carboxyliertes Polystyrol. carboxyliertes 
Polystyrol-Butadien-Copolymere. Styrol- Divinylbenzol. Styrol-Acrylamid. Acrylnitrit-Butadien-Styrol. Styrol- 
JVSethacrylat) oder auf Basis von anionischcn Phenolharzen. diazotierte Aminocellulose in Form feiner Partikel 
u. a. 

35 Auch Latices auf (Meth)acrylatbasis sind vorgeschiagen worden. GemaB der US-PS 41 38 383 werden Poly- 
merisate aus Acrylat-Monomeren. die OH. -NH, oder COOH-Gruppen enthalten. in Gegenwart von Vernet- 
zerr. in Form von Suspensionen runder MikrosphSren mit einem gleichmaBigen Durchmesser <2000 A hwergc- 
stellL An diese Latex mikrospharen werden Immunglpbine G (fgG) unter Verwendung von Carbodiimid oder 
Glutaraldchyd als Kondensationsmittel kovalent gebunden. Auch Versuche zur Modification des Latexaufbaus 
40 sind untcrnommcn word en. 

So werden in der DE-OS 28 40 768 Latices ais Trager vorgeschiagen. an die cine wasscrloslichc Polynydroxy- 
vcrbindung kovalent gebunden ist. 

Die letztgenanme Anmeldung sieht eine TeilchcngroBc im Bereich von 0.01 bis etwa 03 um und em spczih- 
schcsGcwichtnahedemdes Wassersvor. 

Das Laiexmatenal soil im Hinblick auf immunologisch diagnostischc Tests inen sein und aktive Gruppen 
aufwciscn.dic cine kovalente Bindung mit einer Polyhydroxyverbindung ermoglichen. Sofern diese aufgefuhrten 
Bcdingungcn erfiillt sind. sollcn sich bcliebige Latex- Polymere eignen. 

in der BE-PS 8 74 588 werden Latextcilchcn von 0.15-1.5 um Durchmesser mil Schalcnaufbau cmpfonlen. 
Dabci soil der Kern durch Polymerisation oder Copolymerisation 1iancr M Monomcrer gebildc werden. die 
50 auBcre Umhullung durch Copolymerisation eincs oder mehrerer "harter" Monomercr mit einer athylenisch 
ungcsaltigtcn Vcrbindung. die frcic Epoxygruppcn aufweist. Pcispiclhaft wird die radikalische Poiymcnsation 
von Styrol und Glycidytmcthacrylai in Gegenwart cines Polystyrollatex heschrieben. Der so gcbildcte Latex 
kanr. r. B. mit Human-Choriongonadotropin bciaden werden. Die technische Rcalisierung des Latex- Konzepts 
in der Immun- Diagnose ist aber bisher nicht ubcr gewisse Schritlc hinausgekommen. 
55 Zu den limiiicrcndcn Fakiorcn gchorcn z. B. die folgenden: Bindung der biologisch wirksamen Substanzen 
(z. B.dcs AntikdrpcrO. 

Bislang werden die biologisch wirksamen Substanzen Gbcrwicgcnd adsorptiv an den Latex gebunden. Daraus 
cntMchcn /wangslaufig Probleme wegen der Diffusion der nur lose gebundenen BiomakromolekUlc. 

In cinigen Fallen wird - wie bcrcits crwahnt - von einer kovalentcn Bindung der biologisch wirksamen 

60 Substan/cn Gebrauch gemacht. Im allgcmcmen handeli es sich dabci um Bindungsfunktioncn. deren EinfOhrung 
in mchrcrcn Vcrfahrcnsstufen vorgenommcn werden riluB, mcist um die polymcranalogc EinfOhrung von 
-COOH* oder — NHrGruppcn sowic die anschiicBcndc Kupplung mit dem Protein mit Hilfe von (losliche.n) 
Carbodiimiden oder Gtutardialdehyd. Als Bcispicl sci die mchrstufigc kovalente Immobilisierung gemaB der 
DE-OS 28 I 2 845gchanm. . 

65 Aus der DE-OS 28 33 510 sind Latices mil Kcrn-Schalc-Aufbau bekannt, bei dencn der Kern em vinyl- 
und/odcr Dicnpolymcrisat mit Carbonsaure- und/oderSulfonsaurcgruppcn und dieSchale ein Vinylpolymensat 
mit endstandigen. aminsubstituiertcn Thiophenolalhcrgruppen darstellt. Die Aktivierung des Latex kann z. B. 
mittcls Diazoticrung erfolgen. 
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Anstelle der kovalenten Fixierung uber einen MehrstufenprozeB hat man auch versucht, Latices mit perma- 
nent reaktjonsfahigen Gruppen. beispielsweise Oxirangruppen, zur Verfugung zu stelien. Diese weisen jedoch 
nur eine geringe Lagerstabilitat auf. Als vielleicht gravierendster Nachteil der zur Fixierung biologisch wirksa- 
mer Systeme verwendeten Latices raucen die anschlieBend ebenso aufwendigen wie unerlaBIichen Remigungs- 
operationen betrachtet werden. Bei der kovalenten Fixierung von Proteinen an einem Latex mussen z. B. alle 
Hilfsstoffe (im Falle einer Carbodiimid-Kupplung die entstandenen Harnstoffe) und vor allem nicht gebundenes 
Protein in iangwierigen Reinigungsschritten, beispielsweise durch Ultrafiltration entf ernt werden. Diese zeltrau- 
benden und aufwendigen Operationen schlieBen eine sinnvolle Verwendung hochwertiger, aber biologisch nic*;t 
besonders stabfler Materiaiien nahezu aus. 

Es bestand daher die Aufgabe, Latices zur Verfugung zu stelien, bei deren Anwendung die vorstehend 
geschilderten Nachteile nicht oder nur in geringem Umfang eintreten. 

Der Technologie der Latices sind allerdings bestimmte, von den physikalischen Gegebenheiten herruhrende 

Grenzen gesetzt: _ _ . , , 

Latex-Teilchen stelien bekanntlich an sich metastabile Systems dar, die nur m Gegenwart von Tensiden und nur 
fur einen begrenzten Zeitraum stabil gehalten werden konnen. Besonders gegenOber erhohter Elektrolytkon- 
zentration erweisen sich Latex-Teilchen als instabfl. Da aber physiologisch relevante Vorgange in elektrolythal- 
tigen Losungen (z. B. in 0,9% KochsaJzlosung) ablaufen, ist die Handhabung der ublichen Latex-Teilchen sehr 
schwierig, vor aliem, wenn es sich urn die fur diagncstisches Arbeiten charakteristischen klemen Substanzmen- 
gen handelL Es konnen leicht Agglutinationen vorgetauscht werden, sobald z. B. Antrocknungen auftreten oder 
auch nur Aufkoxazentrierung zum Ausfallen der Latex-Teilchen fuhrL Eine Stabilisierung durch hohe Emulgator- 
konzentration ist wegen deren denaturierender Wirkung auf bioiogische Systeme nicht ratsarru Durch Finbau 
stark ionischer Gruppen kann zwar ein stabilisierender Hfekt auF die Latex-Teilchen hervorgerufen werden, 
aber man beeinfluBt damit gleichzeitig die fur die biospezifische Wechselwirkung bestimmenden Eigenschaften 
der Utices nachhalug. . 

Damit stelien, sich eine Reihe von Forderungen an die zur Immobihsierung biologisch wirksamer Substanzen 
vorgesehenen Latices. 

Die Latices sollen reaktive Gruppen aufweisen, die eine kovalente Bindung der biologisch relevanten Molekule 
unterphysiologischenBedingungenermaglichen. 

Die Latices sollen auch als wasserfreie Feststoffe gelagert werden konnen, urn eine Konstanz des Genalts an 
reaktiven Gruppen uber einen langeren Zeitraum zu gewahrleisten. 

Die Latices sollen vollig recispergu rbar sein. Damit werden Antrocknungen bei der Handhabung unkritisch. 
Die Latices sollen zentrifugbrbar seia Diese Bedingung ist dann erfullt, wenn ihre Dichte von der Dichte des 
Tragermediums bzw. der kontinuien ;hen Phase genugend verschieden isL Ist die Dichte der Teilchen hoher als 
die des umgebenden Mediums, kann die Separierung der Teilchen mittels Sedimentation, ist sie gennger, kann 
sie durch Flotation vorgenommen werden. 

Es wurde nun gefunden. daB sich zur kovalenten Immobilisierung von biologisch wirksamen Substanzen bzw. 
Strukturen. insbesondere im Hinblick auf eine diagnostische Anwendung, Polymerlatices mit Keni-Schale-Auf- 
bau besonders eignen. . 

ErfindungsgemaB besteht die Schale des Kern-Schale-Latexteilchens (K-S-Latcx) aus einem mit Wasser 
quellbarcn MateriaL Schalenmaterial soil von der Zusa>nmcnsetzung her so hochgradig hydrophil sein, daB es 
ohne die Verankerung am Kcrnmaterial und/oder ohne Vernetzung zumindest teilweise in Wasser losiich ware. 
Dabei kann die Schale auch in sich vernetzt sein. Die Auflosung der Latex-Schale im umgebenden Wasser wird 
also durch die Bindung an den Latex-Kern. z. B. infolge Pfropfung und/oder Vernetzung verhindert Die Schale 
weist darOber hinaus die funktionellen Gruppen auf. die zur kovalenten Fixierung biologisch wirksamer Sub- 
stanzen bzw. Strukturen notwendig sind. Vorzugsweise finden solche an sich bekannten funktionellen Gruppen 
Anwendung. die in waBrigcr Losung mit starkeren Nucleophiien als Wasser reag ; eren und vom Wasser in dem 
physiologisch sinnvollen pH-Bercich. d. h. insbesondere im Bereich von 6.0 bis 9.0, insbesondere von 6,5 bis 8.0 
nicht oder nur in untergeordnetem MaBc angegriffen werden. 

Die Auswahl der funktionellen Gruppen tragt der Tatsache Rcchnung, daB das zu fixierende Material, 
insbesondere das Material biologischen Ursprungs als Nuclco^hile Gruppc im allgcmeinen die (freie) Amino- 
gruppe.danebcn gegcbencnfalls noch Phenoiische-. Hydroxy- oderThiolgruppcn aufweist. 

Der Aufbau des Schaienanteils des erfindungsgemaBen Latex in seiner reaktiven Form kann daher in stark 
schemaiisicrtcr Form wic folgt dargestellt werden: 

(R)— X B B (R) fl — X 

— Z — A A A Z A — 

\ / 
Y 

I 

A — B — 

wo bei X fur die funktionellen Gruppen zur kovalenten Fixierung steht, vorzugsweise solche, die die vorstehend 
genannten Bedingungen erfflllen. R stellt dabci einen Abstandshalter (Spacer) zwischen funktionellen Und 
polymerisierbaren Gruppen dar, GrSBc und Typ des Abstandshalters sind verglcichsweise unkritisch. In einer 
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Reihe von Beispielen kann die Gruppe R ganz fehlen, d. h. n kann den Wert 0 oder 1 besitzen. 

Xhat I l der Regel die Bedeutung etoer von den in Frage kommenden Nucleophilen angrejfbaren uruppe, d. h. 

eLe^eS^ 

eines aktivierten Esters, einer Thiocarbonyldioxy-, Carbonyluntdoyldioxy-, Haloethoxy-, Haloacetoxy. Oxiran . 
s Aziridin-.Formyl-.Keto-.Acryloyl-oderAnhydridgruppe. „, ~. „ nH 

^SuUonsaurehalogenide tommeo die Chloride und Bromide, als Haloacetoxy die Fluoro-, Chtoro- und 
Bromoverbindungen als Esterkomponente der aktivierten Ester, solche von Hydroxylanunverb.ndungea wie 
del N^Iydroxyiccinimids oder des N-Hydroxypbthalimids. von (mittels dektronenanziehenden Gruppen) 
SertefSlen, wie von Halogenphenolen, wie Trichlorphenol oder von Nitrophenolen, von heterocych- 

te Carbonsaureester sowie Carboiisaureanhydride. Bei den Monomeren desTyps Z -(R)„-X stent demnaca z. 
^iS^^^^t^tlit^^ wobei r beispie,sweise die Be- 
15 deutung 



CH 2 =C— C— 

20 i 
I 

Ri 



besitzt, worin R: fur Wasserstoff oder Methyl steht bzw. fur CH 2 -COORz, CH 2 -CONHR 2 oder CH 2 -CON 
25 (R2>2, wobei R 2 fur einen Alkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstof f atomen ~~:ehL 
Des weiteren kann Z' sich von der Maleinsaure ableiten 



30 



35 



40 



O 

II 
C 

CH x 

11 N — 

CH / 

C 
II 

o 



Als reaktionsfahige und zugieich polymerisierbare Einheiten smd ferner Malemsaureanhydnd und ItaconsSu- 
rernhydrid anzusprechen sowie Acrolein. Methacrolein, Met:,ylvinylketon und aktiv.erte Vinylester. Besonders 
bevorzugt sind Derivate der (Meth)acrylsaure und des Maleiimids sowie Male.nsaure- und Itaconsaureannydnd. 

Zur Verdeutlichung des Fcrmelscheines Z' - R-X seien die folgenden Beispiele aufgefunrt: 



45 0 

CH, O V C _CH, 

II / 

CH 2 =C — CO — NH — (CHi)s--C — O N 
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N C — CH 2 



Z' R 0 

X 

(Poiymerisierbarcr aktivicncr Esier mil Spacer) 



CH> = CH — CO — 0 — CH 2 — CH — CH 2 (Glycidy lacrylal) 
§0 O 
Z' R X 

us CHj=CCHi — CO — O — CH 2 — CH 3 — O C CH 3 CI 

b5 || 

7/ R OX 
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(2.(Chloroacetoxy)-athylmethacrylat) 
CH 2 =CCH 3 — CO-0- C 4 H 2 C1, 

r x 

(2,4,5-Trichlorphenylmethacryiat) R « O 
CH 2 -C(CH3)-COO-CH2-CH 2 -Br 
(2-Bromathylmethacrylat) 

CH a — C(CHJCOO— CH,— CHOH— CHi— O— (CHA— O— CH»— CH— CH, 

O 

(Anlagerungsprodukt von Methacrylsaure an 1 ,4-Butandioldiglycidylether) 
eH 2 -CH-COO-CH 2 -CH 2 -0-CSNH-(CH 2 )6-N«C-S 
(Anlagerungsprodukt von Acrylsaure-2-Hydroxyethylester an 1,6-Hexandfoothiocyanat) 
CH21BsC H-0-CO-CH2-Cl(Chloress!gsaurevinylester) 

0 

CH— CO j 

CH-CO \_ c 6 _ CI, 

(4-Maleiimido-buitersaure-pcntachlorphenylester) 
CH 2 =C(CH 3 )-COO-C6H4-S02-CH 3 
((4-Methylsulfinylphenyl)-methacrylat) 
CH 2 = CH-COO-CH 2 -C=C-H 
(Propargylacrylat) 

Bei den Qbrigen, am Aufbau der Schale beteiligten Einheiten (A und B in der schematischcn Darstellung) 
handed sich defmitionsgemaB um solche, die der Schale die zu fordernden Eigenschaften namhch die 
rtShnie"?d die Harte verleihen. Ab Anhalt fur die envOnschte Harte im wasserfreien Zustand kann gelten 
T 3mS r-20-250 o Cinsbesondere50-200°C(nachDIN53445). . 
^dererseits sollten die am Aufbau der Schale beteiligten Monomeren selbst zweckmaB,gerweise kerne stark 
• nudeoDhilln Gropp«i (wie z.B. -NH 2 , -SH) enthalten. Welter solite die Schale vorzugsweise^ kemer e: 
mSS^J^ Weiter mQssen die Bestandteile der Schale in irgendemer Weise m sich vernetzt 
sein FflrdieseVemetzungbwJurdieVerknQpfungmitdemKemstehtYalsSymbol. C U i . -r 

ySSXLn Bestandteile als B, weitere Bestandteile, deren Auswahl in erster Lime auf die resuluerende 
HartedesGesamtpolymerisatsabgestimmtwerden-muB,alsAbe2eichneL 
Die f Or den Schalenaufbau des erfmdungsgemaB zu verwendenden Latex genannten Bedingungen werden 
B durch Copolymerisate vom Methacrylat- und/oder Acrylattyp erf Gilt, wobei der qualitative und der quanti- 
se Ante* Z "zTbemessen isu daB die vorstehend angegebenen Kriterien fur die Schale des Polymeriatex 

^AlStophile Bestandteile B kommen z. B.gegebenenfallssubsutuierte Methacrylamide und Acrylamide der 
allgemeinen Fonnel I 

CH 2 =C — CONR 3 Ru (D 
I 

worm RiWasserstoff Oder Methyl und R 3 und onabhangig vonemandeT Wasserstoff odcr cL~cn ^'lrest mit 
lbis4K^ 0 Wenstoffatomenbedeuten,alsounsiibsti^^ 

gebfldeten Lide infrage. Besonders genaimt seien (Meth)acrylsaureaimd, N-Methyl- (bzw. Isopropyl- oder 
5Buty^(meth>acrykaurea^^ N^DimethyKmeth^crylsaureamio; des wetteren (Meth)acrylsauremorphoud 
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(Sonderfall, in dcm der Stick** Qber K, und R 3 Tcil eines Rings is,) ^J^gS^S^m hydroxy 
1 Ferner hydroxygruppenhaltige Monomere des Acrylat- oder d« ^"gHtS^nd/odep^mlde 

Formei II 

C'r4=C— CO— |Q— (CH^b-ORJ (ID. 
R' 

worin Ri' Wasserstoff oder Methyl R/ 

SauerstofF oder eine Gruppe -NR, - wonr ^^^^^^^^x^TSb^^unAx^r 
atomen sieht. peine ga™eZahl von J tar * v °™8* «™ ^*h , se in S o " B«onders genannt sei das HydroxySthyl- 

acrvlamide und Su.foathvlmethacry.amme. boen.aus a« nyorop "»« WP^» ^tensto oder polymer, 
we den kOnnen polymerisierbare SSuren. w,e (Meth) a cryka U re. '™;X% re es t eroder3W- 
sierbare ,ert Amine, wie *N.N.D ; meth y » der 

«^ *" ' TeilChEn VOrh0nden SCin ^ 

Methacrylsaure und ^N•N•Di^le.hylaminoathyl(m^ac^ wasscr 16sliche Monomere in Frage. wobei 

Jfi SS « — WrS5*- .»>■« Kriierium *, 
Hartedes resultierenden Polymerisals erfulit wird. 

StSSSSSSKtiSS; S» T» d» V TO . ra »o. «=*»d« re V*fcc« V,n^pi.~u 
Vinylbutyrat und Vinylisobutyrat 

G. Fox, Bull. Am. Phys. Soc. 1.123 (193$fl. Abschwimmen der Latex-Schale nicht mehr moglich 

Der Anteil des Vernetzers Y .st so zu bemessen daB em Vern etzer wirken sich keines- 

ist, in der Regel ist dazu wen.gsiens 0.1 Gew.-% «*™2SJ " g is 10 Gew,%. verwendet werden. 
wegs storend aus. so daB in der Regel Ante.le von Wba 20%^ "~~^ t ° ^ er Methacrylat sein. z. B. 
Unter chemischen Gesichtspunkten kann Y jedes 

thrittetraacrylat u. a. mehr. Dabei mussen nicht ^ J™™™" ^^infeB F^entaeiythritdimethacTylat2freie 
zugrundeliegenden Polyols mit ^'^SSSto S aufweisen konnea En 
OH-Gruppen)). so daB diese Vernetzungsm.ttel ™ c ™. u ™"^^ D™eben 

erfflnt isu daG die resultierenden l^exte.lchen ^^^"^u^ gewahrlei- 
Hinblick auf die Forderung der Technik soli die ^^pM^» d d h erfQ „ en< daB « 

stet seii. Das Polymermaterial des Kerns kann d.«e ^ 

sich urn em an sich weiches aber stark ^^SSSfcS des Kem-Schale-Aufbaus. 
hartes (vemetztes oder nicht vernetztes) I^^J^KL befurchten and, so daB auch 

daBstorende Interaktionen. die yon, 'Kem-Matenaj ■™*^*™£^*S Br Kern Trager der zu enter 

rst?r^£SdSK d« ^ . 

ermSglichea Ke rnmaterials aus solcheo Monomeren bzw. Comonomeren moglich. die mit 

Es ist demnach em Aufbau des Kernmatenais aus . . R „ coDolvmerisatzusammensetzungen 

der Forderung der Redispergierbarke.t des Latex kompatibel ^J^J^^JJSESe dem Copoiymerisat 
aus Derivateu der Methacrylsaure und der ^^^fJ^g^^JSffi a£ Methylmethacrylat. 
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handcnscin von aromatischcn Gruppierungen zu achten ist (potentieile Haptcreigenwhaften) konnen im Kern 
S« LaTex natOrlteh auch Monomer? vom Typ des S.yrols verwende, werden. z. B. Slyrol. V.nyl.oluol, D.v.nyl- 
u7n, n \ nnri Hamit auch CoDolvmerisate aus Siyrol und MaleinsSurc- bzw. Fumsrsnureester. 
te £ c fiSSS Kernpolymerisats deutlich <0'C so empfiehlt sich 

wcniEStens 1% V Rn ,ctzcr. z. B. Glykoldimethacrylat, Divinylbenzol etc Im Zusammenhang mil der Po'de™g 
nach ener von derDich c des Tragermediums bzw. der kontinuierlichen Phase abwe.chenden D.chtc des 
Gesamuv tern" komm vor allem solchen Monomcrcn. die dem Latex eine erh6hte D.chte verlc.hen. besondcre 
B^ZuZ zuV bftni sich insbesonderc "schwere" Monomere. also spezietl solche m.t c.nem oder mchrcren 
KSSZ^S^ «=hlorierte oder bromierte Monomere an. Genannt , se.en ^^^^1 
dunwn wie r.nylchlorid. Styrolderivate. wie Chlor- oder Bromstyrol sow.e Denvate der (Meth)acrylsaure. die 
dfes! schweren Gruppen n der Seiienkeue tragen. z. B. das 2.4.b.Tribromphcnoxyathytmethacrylat. 

AheS ^ kann man auch den Kern aus Monomeren aufbauen. deren Dichte als Polymere s.ch von der D.ch e 
des S mediums bzw. der kom.nuierlichen Phase weniger stark um<rsche.deL In emem solchen Falle .st d.e 
GrSOe des Kerns soweit zu steigern. daD dennoch eine eme Separierbarkeit gewahrleistet .st 

ofe Herstel un ^der Kern-Schale-Ut.ces der crf.ndungsgemaB anwendbaren Art kann m Anlehnung an d.e an 

• u 1 w „7»„ u»rNhr Pn Prfoliren (VeI DE-AS 27 22 752). Beispielhaft for bevorzugte AusfOhrungsformen 

*' oTein uie* srobteilig oder feinte.l.E wcrden soli, wird zweckmafiigenveise am Kernmateriai fesigriegt. Die 
HerstelTung e"e S s grob.eiligen Polymerisatkerns kann beispie.sweise durch eine vall.g emulgatorfre.e Polymer,- 

"Se'vSilhafte AusfOhrungsform bes.cht darin. das Monomer oder die Monomermischung innerhalb 05 bis 
4 S S n e n au? ca. 50 bisfoO'C aufgeheizte Wasservorlage tropfen zu lassen. ^ ^wSSdSiS 
eines wasserloslichen Initiators, wie beispielsweise Kalium- oder Ammonmmperoxyd.suifat. Wasserstoffperox.d 
od« • d?™»bii(cy«w«leriaSiaure) enthult Stall einer thermischen Polymensat.on .m Berc.ch von 
1 ?0 bis ?00-C kan* jedoch die Reaktion mil Hilfe eines Redox-lnitiatorsystems auch be, medr.gerer Tempe a- 
wr initi iert werden Auch 6ll8sliche Starter, wie beispielsweise Dibenzoylpcroxid oder Azo.sobuitersaured.n.tr.l 
rind S3 atiorcmitiatoren geeignet. In diesem Falle ist die Mitvenvendung von wen.gstens germgen 
StfiTSliodery notwendig. Ein anderer Weg zur Erzielung gmBcr Latexte.lchen f uhrt 
ube-dn ™K.g« Verfahren unter ZuhiUenahme von Saatlatex. In diesem Fall polymens.crt man m e.ner 
zwtite ^Ser nocheinigen nachfolgenden Stufen das gewOnschte Monomer oder 

eine" vorher beliebig zubereiteten Saatlatex auf. Als Verfahrenswe.se kommen sowohl Batch-. Mehrfach-Batch- 
•ls a JhbeKe Monomeren- bzw. Emulsionszulauf in Frage. Wescntlich fOr d.ese AusfOhrungsform.su daB d.e 
SSe^iw*~«ntniUon in den auf den Saatlatex folgenden Stufen so n iedr.g gehalten w.rd daB alto 
Monomwauf d ese Saatla.ex-Teilchen aufpolymerisiert und keine Teilchenneubudung erfoigt. *™to|»De 
pXterlatkerne warden dann erhalten. wenn man als Saatlatex d.e , zuerst bwchnebenen. ohne Emulgator 

, ~b7oTteilige e 'sy^reme"erhal. man auch. wenn man in einer ersten Stufe einen Saatlatex hersteMu der em 
Polv^crisai seh^r niedrigen Molekulargewichts enthalt. Diese Latextcilchen konnen m.t Monomer oder Mono- 
2SK«^rt ^u groBen Latexpartikeln polymerisier. werden. Die Mitvenvendung unterge. 
SrMeVemer v6.lig wasserun.6s.ichen Substanz mil dem Monomer ^fS^SSgoMSi 
fihnliche Wirkung wie das niedermolekulare Polymer haben (vgL DE-OS 27 51 867. EP-P 00 03 905). laroDteuige 
Kerne I B von L 05 bis >2 pm Durchmesser sind vor.eilhaft. wenn die Dichte des Kern-Polymensats n.cht 
starkvonderDichtedesTragermediumsbzw.derkontinuierlichenPhascabweichi. 

Die Herstellung eines feinerteiligen Polymerisatkerns stellt im Prinz.p d.e Synthese ernes Latex nach den 
teEmS Serfen d« Sonspolymerisauon dar. wobei die gewOnschte GroBe der Kern-Latex-Te.lchen 
,£5 7i I EmSrkonzentration zu Beginn der Polymerisation eingestelk wird, Auf gntnd Tajsache. daB 
d"e Zusammensetzung des Kemmaterials relativ unkritisch ist. ist es .m Prmztp auch hmr rnoghcK ^den 
hpi^bieen Latex als Kernmateriai zu verwenden. sofera die genannten Fordcrungen. wie z. B. Formstab.l.tat 
unS hoh erfulL FOr die Herstellung des feinerteiligen Kemmaterials sind als Verfahren e.n- oder 

Sretufee Ba^ t& Monomer- oder Emulsionszulaur oder kontinuieriiche Fahnveise gee.gneu Als In.uatoren 

• •keS "2 im von,ngeganJenen Abschnitt fOr die HersteUung des groBteiligen Kern-Latex genannten wasser- 
bS 5H6 Hchen sTar«r verwendet werden. Die Polymerisadon kann^ wie .dort _angegebe», rem jhermjsch oder 
nuTkilfe eines Redox-Systems erfolgen. Als Emulgatoren eignen sich .m Prmztp alle "^^J^^ 
mSlchen oder amphoterenTenside einzeln oder in Kombmauon.^doch s, 

Se Emulgatoren bevomigL Eine besonders vorteilhafte AusfOhrungsform fur erne Herstellung fe.nerteil.gen 
SlSSSt darin. daB man eine zweckmafligemeise puffer- (etwa pH 7) und emulgatorhaluge Losung 
auToie ge^nschte Polymerisationstemperatur aufhekt, einen wasserloshchen Inmator zu gew^n Ameden 
zugibt ultd dann Ober eine Zeit von 05 bis 6 Stunden eine Monomeremuls.on frnklustve .Vernetter) ^zum,^ 
FetaeneiliEe Kerne von z-B. ca. 0.1 bis 05 urn Durchmesser konnen dann Anwendung Rnden. wenn sich die 
DiSe?Ke^ Pob^erisats genugend stark von der Dichte des Tragermediums bzw. der konuntnerhchen 

. ^Die Pol^frSdon der Schale auf dem Latex-Ken, learnt unmittelbar anschKeBend an <Ke P^ s |^? a d « 
Kemmaterials erfolgen. Die Verfahrensweise gleicht im Pnnztp derjemgen, die 
beschrieben women ist-Das Monome^emisch der Schalerz.tsamme^etzung,be. dem 

dfe Monomeren vom ZRX-Typ beBnden. wind als seiches oder als Emutaon m Wasser oder Mfak^to 
emen Zeitraum von 05 bis 4 Stunden dem Kern-Latex zugegeben. wobe, w.eder darauf zu achten ist, daB die 
G^a^Storkonzentradon so niedrig bleibt, daB TeBchenneubadrntg venmeden wmL Gegebenea.alls 
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kann es erforderlich sein, zwei vcrschiedene MonomerzulSiife gleichzeitig zu dosieren wobei dcr eine u U 
Wasser mthllt. Dies ist immer dann erforderlich. wenn die Monomeren sich nicht ine.nander I6sen, bzw. em Te.l 
derMonomerennur'mWasser.derandcrBTeiisichaberimWassernichtlost. . 

D^ Schalcnmonomer polymerisieri unter diesen Voraussetzungen auf die vorhandenen Polymensatkerne 
auf Es kann sich als zweckmaBig erweisen. vor dem Zulaur dcr Schalenmonomcre In.t.ator oder Puffer osung 
nach^fOttern insbesondere dann, wenn die Polymerisation des Latex-Kerns nicht in Pufferlosung erfolgt .st und 
wenr "die Scha.enmonomeren als Monomerenzulauf zugegeben werden. Die Zugabe ernes Puffers ts, ^vor al e,« 
dann auoerordentlich wichtig, wenn es sich bei den funkt.onel en Monomeren Z -( Ir^i l'S 
V-rbindungen handelt. So wird man die Purfergemische natUrhch so abst.mmen, daB eine Zerstorung d.eser 
reakdve" Gruppen (z. B. durch Hydrolyse) im Verlauf der Synthese des Utex-Te.lchens mogl.chst germg 

8e Se Polymerisationsbedingungen sind auDer ciner limitierten Emulgatorkonzentration ahniich denen. die fOr 
die HerstelLg des Kerns beschrieben sind. Einfach- oder Mehrfach-Batch sind als Verfahren moghch, jedoch 
wird ein Monomer- bzw. Emulsionszulaur bevorzugt. Dii Polymerisation kann therm^ch .m Bere.ch von ca. 
50-100-C oder sie kann mit Hilfc eines Redox-lnitiatorsystems auch bei niedr.ger Temperalur erfo gen Als 
Polymerisationsinitiatoren kommen bevorzugt die in der Emulsionspolymensat.on 0 b ' ,che V: r ^,^™™ 
Starter in Frage. Es sind prinzipiell jedoch auch Sllosliche Initiatoren e.nsetzbar. soweil deren Zerfallstempera- 

turimangegebenenTemperaturberejchliegL u.:„ : -. . ....*„ .irh 

Em zweckmaUiees Verhaitnis ner scnaienoicnie zur <jrouc oci mi »c S i uuo| ,i>.»"^. ••- 

das Gew^des Kernmaterials zu dem des Schalenmaterials wie 1 :3 bis 5 : ^^^^^^^ 
Kern-Schalen-Verhaltnisse sind prinzipiell moglich (10 : 1). Es versteiu sich. daB der Schalenanteil im allgemei- 
nenumsogroBergewahltwerdensolUejekieinerderLatex-Kcrnisu 

Die Latices fallen in Form von relativ niedrig-viskosen waBrigen Dispersionen an. Dcr P°^ mcr ^ f ha, . l ^ p n " ~ 
als Anhalt - dabei z. B. im Bereich von 15-30 Gew,% liegen. Prinzipiell smd jedoch Festsioffgchalte von 
25 wenigen Gewichtsprozenten bis etwa 70 Gew.-% moglich. 

Anwendung der Kern-Schale-Latices zur Herstellung von diagnostischen Reagentien. 

Die crfindungsgemaBen nuien Reagentien konnen durch Umsetzung der neuen Kern-Schale-Latices mit den 
& bioiogisch wirksamen Substanxen bzw. Strukturen hergestellt werden. Die biologisch wirksamen Substanzen 
bzw Strukturen konnen z. B. "immunologisch aktives" Material darstellen. Als "immunologisch aktives Material 
konnen z. B. Komponenten physiologischer FlOssigkeitcn, Zell- und Gewebeextrakte infrage kommen, voraus- 
gesetzt. es steht ein immunologisches Gegenreagenz zur Verfugung bzw. dieses laBt sich erzeugen 

Als representative Vertreter von immunologisch aktiven Materialien seien z. B. Aminosaurcn, Peptide Prote- 
ine. Enzyme, Lipoproteine, Glycoproteine, Lipoide, Nukleinsauren, Polysaccharide, pnmare Amine, Alkaloide, 
Alkaloide, Hormone, Vitamin, Sterinc und Steroide genannt. 

Ale immnnolnaicrh alctive St nikturen seien Z. B. 

MikroorganismeVwie gram-posittve und gram-negative Bakterien, Spirochaten, Mycoplasma, Mycobactenen, 
Vibrionen, Antionomyceten. Protozoen. wie intestinale Protozoen, Amoben, Flagellar. Sporozoen. 
40 intestinale Nematoden und Gewebenematoden (Wurmer), Trematoden (Schistosomen. Egel), Cestoden, Toxop- 

sowiePilze, wie Sporotrichum, Cryptocoecus. Blastomyces, Histoplasma, Cocridioides Candicta, 
Viren und Rickettsien, wie Hunde-Hepatitis, Shope-Papillone, Influenza A + B, Huhnerpest, Herpes-Simplex, 
Adenoviren, Polyane, Rous-Sarkom, lmpfpocken, Poliovirus, Masern. Hundestaupe, Leukamie. N*/mps, 
45 Newcastle-Krankheit, Sendai, ECHO, Maul- und Klauenseuche, Psittacosis, Rabies, Extromelia, Baumviren, 

Gewebe-Antigene. Hormone, wie Hypophysen-Hormon Insulin. Glucagon. Thyroid-Hormon, Choriongonado- 

tropin,chorionesWachstumshormon-Prolactin,Human-Placenta-Uctogen A ~*~n*** riri 

Enzyme, wie Pancreas-Chymotrypsinogen, Procarboxypeptidase, Giucose-Oxidase, Lactatdehydrogenase, Un- 
so case. Aminosaure-Oxidase. Urease, Asparaginase, Proteasen, 

BIutzellen-AntigencBlutgruppensubstanzen und anderen Isoantigene, wie Blutplattchen, Leucozyten, 
' Plasma- Proteine 

Milch-Proteine 

Speichel-Proteine 
55 Urin-Proteine 

Anrikorper, emschUeBlich Auto- Antikorper 

genannt 

Anwendung der Kern-Schale-Latices zur ImmobHisierung von Enzymen. 

60 Zur Umsetzung der erfindungsgemaBen Latices mit Enzymen kann man in einfacher Weise das Enzym in 
waBrigem Milieu, vorzugsweise bei annahernd physiologischen Bedingungen, beispielsweise m emem geeigne- 
ten auf den Typ des Enzyms abgestlmmten Puffer, mit einer adaquaten Menge des Latex inkubiert vorzugsweise 
nicht wesentlich uber Raumtemperatur und unter maBigem Ruhren, wenn als funktionelle die Epoxy-Gruppe 

65 verwendet wird,'kann z, B. ohne Fmschrankung im pH-Bereich 7-9 gearbettet werden. Im allgememen ist fur 
die Umsetzung ein Zeitraum von etnem bis mehreren Tagen, beispielsweise 3 Tage angemessen. uas mcnt 
kovalent gebundene Enzym kann durch mehrmaliges Zentrifngieren (etwa bei 5000 U'min) und Redispergieren 
in Pufferlosung abgetrennt werdea Die Bestimmung der Aktivitat kann in Anlehnung an die bekannten enzym- 
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spezifischen Bestimmungsmelhoden erfolgen. Hn besonderer VorteS der vorliegenden Erfindung besteht dann, 
daB sich auch die beladenen Lances redispergieren und — beispielsweise in Form eines gefriergetrockneten 
Pulvers — gegebenenfalls Ober einen langeren Zeitraum aufbewahren lassen. Der Iimiuerende Faktor ist 
aHenfalls die StabtFtat des fbderten biologischen Materials. 

Die erfindungsgenaBen Lances konnen auch als Trager anderer — z.B. industriell verwertbarer Enzyme — in 
geeigneter Form zur Anwendung komraen. Genannt seien z. B. Acylasen, die Penicillinase. Glucose-Isomerase, 
Peroxidasen u. a. 

Unter verschiedenen Aspekten, z. B. zur Verf olgung der Immun- Agglutination, kann es — wie beveus erwahnt 
— vorteflhaft sein, die Latices mit einem Marker, beispielsweise einem Fluoreszenz-Farbstoff.zu versehen. 

Die Polymerlatices der vorliegenden Erfindung eignen sich zur ImmobtGsierung von Microorganismen allge- 
raein, wobei die Umsetzungsbedingungen ahnlich sind wie bei Immobflisierung von Proteinen. Gegenuber dem 
Stand derTechnik bietet das vorliegende Verfahren eine bessere Zuganglichkeit des iramobilisierten Microorga- 
iTismus gegenuber Substratmolekulen. Hervorzuheben ist die geringe Cytotoxizitat, die dem vorliegenden 
Immobifisierungsverfahren eigen ist . m 

Die oben stehenden Gesichtspunkte gelten auch fur die Immobilisierung von Viren und von eukanouscnen 
Zellen. Die polyfunkuonelle Natur der Polymerlatices erlaubt auch generell ihre Verwendung zur Vernetzung 
von biologisch wirksamen Substanzen. Unter diesera Aspekt kommt besonders den Latexteflchen mit kleinem 
Durchmesser (Richtwen ca. 500 A) besondere Bedeutung zu. Auch in der praparativen organischen Synthese 
konnen die Polymerlatices der Erfindung mit Vorteil angewendet werden, wobei nicht notwendigerweise in 
wafingem Milieu gearbeitet zu werden braucht, sondern auch organische Reaktionsmedien (mii) verwendet 
werden konnen. Es konnen z. B. in dieser Weise Schutzgruppen eingefuhrt werden. Ein besonders interessanter 
Aspekt liegt in der Verwendung im Sinne einer Peptidsynthese nach Merrifield. (Vgl. Merrifield. Adv. EnzymoL 
32(1969)221-296). 

1. Herstellung des Latex 1 (Beispiel fur einen grobteiligen Latex) 

a) Synthese der Stammdispersion 

In einem PolymerisationsgefaB. ausgestattet mit RGckfluBkuhier, Rflhrer und Thermometer, werden 1600 g 
Wasser vorgelegt und auf 80°C envarmL Nach Zugabe einer Monomerenmischung, bestehend aus 

3 g Isobutylmethacryiat 

3 g Methylmethacrylat 

03 g Athylenglykoldimethacrylat 

setzt man 4g Ammoniumpersulfat, gelost in 36 g Wasser, zu. Darauf tropft man ebenfalls bei 80° C eine 
Mischung aus 

200 g Isobutylmethacryiat 
200 g Methylmethacrylat 
20 g Athylenglykoldimethacrylat 

innerhalb von 2 Std. zu. Nach Ende der Monomerenzugabc wird noch I Sid. bei 80° C belassen. Man erhalt eine 
koagulatfreie, gut filtrierbare. niedrig-viskose. ca. 20%ige Dispersion. 

b) Synthese der oxirangruppcnhaltigen Dispersion 

in einem PolymerisationsgefaB. ausgestattet mit RGckfluBkOhlcr, RQhrcr und Thermometer, werden 350 ml 
Wasser vorgelegt Dazu gibt man 1 0 ml einer Phosphatpuffcriosung pH 7 (TitrisoL Merck) und 80 g der Stamm- 
dispersion. Nach Erhitzen auf 80° C setzt man 0,4 g Na-Saiz der 4.4'-Azobis-(4-cyanovaleriansaure) Nairiumsalz 
in 4 ml Wasser zu. 

Danach dosiert man cine Emulsion, bestehend aus: 



1 000 g Wasser 

1 g Natriumiauryisunat 

2 g Na-Salz der4.4'-Azobis(cyanovaleriansaure) 
150g Methylmethacrylat 

1 50 g Isobutylmethacryiat 
1 5 g Athylenglykoldimethacrylat 

innerhalb von 3 Std. bei 80'Czu. Im AnschluB daran werden innerhalb von 60 Min. ncbcncinandeneincLSsung 
von 20 g Melhacrylsaureamid urid 0,6 g Na-Salz der 4,4'-Azobis(4;cyanovaleriansaure) in 300 g Wasser. sowie 
cine Monomerenmischung. bestehend aus 35 g Methylmethacrylat, 40 g Glycidylmcthacrylat sowie 4 g Athylen- 
glykoldimethacrylat zugegeben, Danach wird noch weitere 60 Min. bei 80°Cgcr0hrt. Man erhalt eine koagulat- 
freie. nicdrigviskosc Dispersion mil einem Feststoffgehalt von ca.20% TeilchengroBc ca. 2 urn. 
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1. Herstellung des Latex 2 (Beispiel fur einen grobteiligen Latex) 

a) Synthese der Stammdispersion 

In einem PolymerisatioiJSgefaB gemaB Beispiel werden 1600 g Wasser vorgelegt und auf 80°C erwarmL Nach 
Zugabe einer Monomereiimischung, bestehend aus 

6,24gStyrol und 

0,06 g Allylmethacrylat 

4 g Ammoruumpersulfat, gelost in 36 g Wasser, zu. Dazu tropft man ebenfalls bei 80° C eine Mischung 



setztman 
aus 



415gStyrolund 
5 g Allylmethacrylat 

innerhalb von 2 Std.zu. Nach Ende der Monomerenzugabe wird noch 2 Std bei 80°C belassen. Man erhfc . eine 
koagulatf reie, grob futricrbarc viskose, ca. 20%ige Dispersion. 

b) Synthese der oxirangnippenhaitige Dispersion 

Man verfahrt vie in Beispiel 1, erhirzt jedoch auf 85° C und setzt 1.0 g Na-Salz der 4,4'- Azobis(4-cyano vale ri- 
ansaure)NairiumsaizinlOmlWasserzu. 

Dazu dosiert man eine innerhalb von 3 Std. bei 85° C Emulsion, bestehend aus: 



1 000 g Wasser 

1 g Natriumlaurylsulfat 

4 g Na-Salz der 4.4'-Azobis(cyanovaieriansaure) 
312gStyrol 
30 4 g Allylmethacrylat. 

Im AnschluD daran werden innerhalb von 90 Min. nebeneinander eine Losung von 20 g Methacrylsaureamid 
und 0.6 g Na-Saiz der 4.4^AzobU-(4-cyanovaleriaru>aure) in 300 g Wasser sowic erne Monomerenmischung. 
bestehend aus 35 g Methylmethacrylat, 40 g Glycidytmethacrylat sowie 4 g Athylengiykoldimethacrylat zugege- 
35 ben,Danachwirdnoch60Min.bei80°Cgeruhrt t t ~. u „„„ „ 

Man erhalt eine koagulatfreie. gut Filtrierbare nicdrig- viskose Dispersion mil einem FeststofTgehalt von ca. 
20%.TeilchengroBe:ca.2 urn. 

1. Herstellung des Latex 3 (Beispiel f Dr feinteiligen Latex) 

In einem PolymerisationsgefaB mit der oben bcschricbenen Ausstattung werden 5 ml Phosphatpufferlosung 
( P H 7 ^ TnHso? hlTerck) 0.03 i Natriumlaurylsulfat und 0.2 g Na-Salz der 4.4'.Azobis : (4.cyanovaienansaure) in 
1 00 ml Wasser gclosu Man erhitzt auf 80°C und tropft innerhalb von 3 Std. eine Emulsion zu. bestehend aus 01 g 
Natriumlaurylsulfat. 0.5 g Na-Salzder4.4'-A 2 obis[4.cyanovaleriansaure).80 g Mcthylmcthacryiat, 15 g^Athyl^ 
[2,4.6.Tribromphenoxy] ath y I)-methacrylau 5g Athylengiykoldimethacrylat und 200 g Wasser. An chl.eDend 
gibt man innerhalb von 90 Min.gleichzeitig in den Rcaktionsansatz eine Losung von 5 g Methacrylsaureamid in 
75 g Wasser und cine Monomerenmischung. bestehend aus 
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10 g Glycidylmethacrylat 
so I g Athylengiykoldimethacrylat 
9 g Methylmethacrylat. 

Danach halt man noch etwa 60 Min. bei 80° C. 
Es resulticrt eine ca. 25%ige. niedrig- viskose Dispersion. 

T(»llrhi»nornBp* 0 1 am. . 

~ Gchalt an Oxirangruppcn: 3 1 % des eingesetztcn Clycidylmclhacrylaies (Titration mit Natnumthiosulfat). 

4. Herstellung des Latex 4 
4a Herstellung der Kcrn-Dispcrsion 
In einem PolymerisationsgefaB mit der im Beispiel 1 beschriebenen Ausstattung werden 
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03 g Natriumtetradccylsulfonal 
65 0.6 g Ammoniumpersulfat und 
500 g dcstillicrtcs Wasser 

vorgclcgt und auf 80° C erwarmt. 

10 
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In diese Vorlage tropft man bei 80° C im Verlauf von 6 Sid eine Emulsion bestehend aus: 

500gp-Bromstyrol 

300 g Fumarsauredjathyl ester 

4 g Natriumtetrsdecylsulfonat 

4 g Ammoniumpersulfat und 
710 gdestffliertes Wasser. 

Nach Zulaufende wird weitere 2 Std. bei 80°C geruhrt, danach auF Raumtemperatur abgekuhlt und filtriert. 
Die Dispersion ist niedrig-viskos, sie hat einen Feststoffgehak von ca.40%. 

4b HersteUungderKem-Schale-Dispersion 

500 g der 40%igen Dispersion 4a werden mit Phosphatpu F fer auf pH 7,0 eingestellt und verdunnt mil einer 
Losung bestehend aus I g des Natriumsalzes der 4,4'-Azobis-{canovaleriansaure) und 0,5 g Natriumtetradecyl- 
sulfonat in 1000 ml destilliertem- Wasser auf ein Volumen von msgesamt 1000 ml. (=20%ige Dispersion 4a vom 

PH Man ; *erh!tzt diese Vorlage in einem PolymerisabonsgefaB auf 80°C halt 15 Min. bei dieser Temperatur und 
tropft dann nebwneinander bei 80° C die Folgenden 2 Losungen ein: 

Losung A: 

20 g 2-Bromathylmethacrylat 
23 g Glykoldimethacrylat 
173 g N-LButyimethacrylamid 
L0 g Methylmethacrylat 

Losung B: 

1 g Natriumsalz dcr4,4'-Azobis-(cyanovaleriansaure) in 50 g destilliertem Wasser 

Zutropfdauer: cr, 2 Std. Die Dosiergeschwindigkeit sollte in beiden Zulaufen moglichst gleich groB sein. 

Nach Beendigung des Zulaufs wird noch 1 Std bei 80*C belassen. Danach wird abgekuhlt und nitneru Es 
rcsultiert eine feinteilige, medrig-viskose Dispersion mit einem Feststoffgehak von ca. 23%. 

4c Herstellung der Kern-Schale-Dispersion 

Man verfahrt wie im BeispieUb (VerdGnnung der Dispersion 4a, Neutralisation etc), dosiert jedoch die 
folgenden Losungen 

Losung A: 

10 g Vinylacetat 

30 g Chloressigsaurevinylester 

23 g Methylcnbisacrylamid 

73 g Acrylamid 

Losung B: 

2 g Natriumsalzder4,4'-Azobis-(cyanovaleriansaure) in 
50 g destilliertem Wasser 

Zutropfdauer: ca. 3 Std. nach Beedingung des Zulaufs wird noch 2 Std. bei 80°C blassen. Nach Abkfihlen und 
Filtrieren rcsultiert cine fcinteiligc.niedrig-viskose Dispersion. 

5. Synthese des Latex 5 

Stufe I 

In einem PolymerisattonsgefaB gemaB Beispiel 1 werden die folgenden Komponenten vorgelegt 

1550 g dcstiliiertcs Wasser 
0.8 g Natriumtaurylsulfai 
3,2 g Methylmethacrylat 
3,2 g lsobutylmcthacrylat 

und unter Ruhren auf 80° C crwarmt. Im AnschluB daran setzt man eine Losung von 4 g Ammoniumpersulfat in 
40 ml Wasser zu. AnschlicBcnd dosiert man bei 80° C eine Monomermischung, bestehend aus: 

190 g Methylmethacrylat 
1 90 g tsobutylmethacrylat 
20 g Glykolbismethacrylat 

U 
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D £S2SSd bei 80-C belasse, Nach de-n AbkOh.en revert erne gur mtrierban, 
koagul a tfreieDispe re ion:Fe S t S toffgebaltl9%,pH2^Visko S itat4mPa • sea 

Stufe n 

IneinemPolymerisatk,^^ 

10 g Phospnatpuffer pH 7 (Titrisisol, Merck) 
I0 0,4 g Natriumsalz der 4,4'- Azobis-(cyanvaIenansaure) 
31 0 g destilliertes Wasser) 

ManemamtdieseYor^ 

15 143 g Methylmethacrylat. 
143 g Isobutylmethacrylat 
15 g Athylenglykolbismethacrylat 
1 g Natriumlaurylsulfat 
1,8 g Natriumlaurylsulfat 
20 970 g destilliertes Wasser. 

Sofort im AnschluB daran dosiert rnan nebeneinander die beiden folgenden Mischungen (Dauer: 1 Std): 

Mischung A: 
25 44 g Methylmethacrylat 

4 g Athylenglykolbismethacrylat 
42 gGlycidylmethacrylat 

Mischung B: . _ . 

30 0,6 g Natriumsalz der 4,4'-Azobis-(cyanovalenansaure) 

lOgMethacrylamid 
320 g destilliertes Wasser. 

Nach Zulaufende wird eine weitere Sttmde bei 80°C belassen. Nach dem Abkflhlen resultiert eine koagulat- 
35 freie Dispersion: Feststoffgehalt: ca. 19%. 
TeilchengrdBe ca. 0,4 u.m. 

6. Reinigung des Latex gemaB Beispiel 1 (Entfermmg dersynthesebedingten Hilfsstoffe, Emulga:oren. 

lnitiatorenetc) 

,0 mi der Dispersion 1 werden 15 Min. bei 5000 Utah, zeurifugi '^SS^S^^f!^ 
sen. anschlieBend werden dieTeilchen in 1 n NaC '^^^^^^Z^Za^^- 
Danach wird 10 Min. bei 5000 U/Min. zentnfugiert und dekantieru Das Redispergieren in 

3 S Vorgang wird einmal wiederholt. Die Lagerung des so gewonnenen Latex erfolgt im KGhlschrank bei 

7. Reinigung des Latex gemaB Beispiel 3 
Man verfahrt wie im Beispiel 6. erhoht jedoch die Zentrifuga^onsdauer auf jeweils 30 Min. (5000 U/min). 
8. Umsetzung zur ImmobHisierung von Trypan 

ro 0,05 m Phosphatpuffer entfernt (DurchfQhrung gemaO Beispiel 6). 

9. Messung der AktivitSt des immobilisierten Enzyms 

A) Hydroylsc von N.Benzoyl-Arginin-Athylester (BAEE) bei 37' C und pH 7,5 (pH-Stat) 

65 1 1 der Trockensubstanz des durch Zentrifugation gereinigten Latex gemaB Beispiel 8 (eingesetzt als ca. 2 g 
Feu!h«ubswnz mU L I £ Wasser) werden in 20 ml eincr 2%igen BAEE-Losung d.spergierL 
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Verwcndung AkiivitSt 

[u/g]*) 



1. Vcrwendung 14,2 

2. Verwcndung 12,1 

3. Verwendung 1L8 

4. Verwendung 1 1.8 

•) Akiivitaten jeweils bezogen auf g Tragermalerial. ein U 
enispricht I nmol/min. gemessen anhand dcr Anfangsge- 
. schwindigkeiL 

b) Hydrolyse von Casein (37°C,pH 8.0) 

1 g derTrockensubstanz des durch Zentrifugieren gereinigten Latex gemaB Beispiel 8 (eingesetzt als ca. 2 g 
FeuchtsubStanz mit ca. 1 g Wasser) werden in 20 ml ciner 4%igen Casein-Losung dispergierl. 
Verwendung Aktivitat [U/gTragermateriall 

1. Verwendung 3,2 

2. Verwendung 2,6 

3. Verwendung 2,6 

4. Venvendung 2,6 

10. Gefriertrocknungeinesreaktiven Latex 

15 ml der Dispersion gemaB Beispiel 1 werden - wie im Beispiel 6 beschrieben - gereinigL Dabei resultiert 
ein Polymerisat mit ca. 50% Restfeuchte. 
Dieserzentrifugierte Latex wird gefriergetrocknet und anschlieflend bei -20° C 6 Monate gelagert 

Redispergieren des gefriergetrockneten Latex 

Das Redispergieren erfolgt mit 0,05 molarem Phosphatpuffer pH 7,5. Dabei muB ca. 5 Min. kraftig geruhrt 
werden. Alternativ kann auch die im Puffer suspendierte Probe kurz mit Ultraschall behandelt werden. 

AnschlieBend erfolgt die Umsetzung mit dem Enzym wie im Beispiel 8 beschrieben (10% Trypsin bezogen auf 
den eingesetzten Latex). , , . <fin , ^ 

Aktivitut des gcfHc^ctfoeknctcn, § ManHte bei — 2C°C gelsgcrtEn, rsdispergierten u«« rnu tV w .r JF ,,r. 

umgesetzten Latex: 

Verwendung Aktivitat [U/g]*) AkuvHat [U/g]*) 

(Substrat: BAEE) (Substrat: Casein) 



1. Verwendung 133 2£ 

2. Verwendung 10,6 Z2 

3. Verwendung 10,6 22 

*) bezogen auf gTragermaterial 

1 1 . Gefriertrocknung eines Latex mit immobilisiertem Trypsin 

1 g des mit Trypsin umgesetzten Latex (Beispiel 8) wird gefriergetrocknet und danach 6 Monate bei — 20°C 
gelagert Das Redispergieren erfolgt - wie im Beipiel 10 beschrieben - mit 0,05-m-Phosphatpuffer. 

Aktivitat gegenQber Casein (1 g Festsubstanz des redispergierten Latex in 20 ml 4%ige Caseinlosung) 37° C, 
pH 8,0 



Verwendung Akuvitat [U/g Tragermaterial] 

1. Verwendung 3,6 

2. Verwendung 2,4 

3. Verwendung 2,4 



12. Immobilisierung von Trypsin 

Man verfahrt wie im Beispiel 8, verwendet znr Immobilisierung des Trypsins jedoch 15 ml der Dispersion 
gemaB Beispiel 3 (Zentrifugation 30 Min. bei 5000 U/mm). 
Akrivitaten gegenuber Casein als Substrat (pH 8,0, 37° C) 
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1. Verwendung 5,5 U/gTragermaterial 

2. VerWendung 4,2 U/gTragermaterial 

3. VerwendU.ig 4,0 U/g TrSgermaterial 

13. Synthese eines fluoreszenzmarkierten Latex 

Id einem PolymerisationsgefaB gemaB Beispiel I werden 40 g der Siammdispersion. la vorgelegt, dazu gibl 
man 5 ml Phosphatpuffer pHT (Titrisol, Merck), 0*g Natriumsalz der 4.4'.Azobis.(cyanovalenansaure) und 

^JaSSS^^^o^ auf KTC dosiert man - ebenfalls bei 80°C - innerhalb von 3SuL eine 
Emulsion, bestehend aus: 

127 g Metbylmethacrylat 
15 g Isobutylmethacrylat 
7.5 g Athylenglykolbismethacrylat 
0,6 g Fluorol-Grun-Gold 

1,0 g Natriumsalz der 4,4'- Azobis-(cyanovaleriansaure) 
0J5 k Natriumlaurylsulfat 
450 g destiliiertes Wasssr 

Nach Beendigung dieses Zulaufs (= Latex-Kern) dosiert man bei 80*C in I Std nebeneinander die beiden 
folgenden Mischungen zu: 

Mischung A: 
25 24 g Methylmethacrylat 

2 g Athylenglykolbismethacrylat 
21 g Glycidylmethacrylat 

Mischung B: 
30 3 g Methacrylamid 

03 g Natriumsalz der 4,4'- Azobis-(cyanovalerians5ure) 
155 g destilliertes Wasser 
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Nach Beendigung des Zulaufs wird noch 60 Min. bei 80*Cbelassen,danach wird abgekOhlL 
Esresultiert eine gut filtrierbare, koagulatf reie Dispersion mil einem Feststoffgehalt von 19%, pH /,/. 
ViskositattlOmPa - sec 

SfSlISSS W UV-Anregung ist sowohl makroskopisch als auch im Fluoreszenzmikroskop deutlich 
sichtbar. 

14. Immobilisierung von Antialbumin 

10 ml der Dispersion gemaB Beispiel 5 werden mit 0,05 m Phosphatpuffer pH 7fi auf 100 ^.^QnnLjDem 
Phosphatpuffer wird zweckmaBigerweise 0,05% Natriumazid zugesetzt). Es resultiert eine Dispersion mit ca. 

2 ^SSKi e StNa 61-015,6389 (Ziege) wird mit Puffer auf die folgenden Konzentrationen verdunnt: 



a) 1000 ugAK/ml 

b) 200 ugAK/ml 
so c) 40ugAK/ml 

d) 8jigAK/ml 

e) 0 ugAK/ml 
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Die Bindung des Anualbumins an die Latex-Teilchen eriblgt durch Umsetzung vonjeweils 1 ml der 2%igcn 
Dispersion mil 1 ml der VerdGnnungsreihe a) bis e> Man ruhrt 5Tage bei Raumtemperatur und reimgl die 
Latex-Teilchen wie im Beispiel 6 beschrieben durch Zentrifugation. 

Patentanspruche 

1 Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau zur Fndenmg biologisch wirksamer Substaiizen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Polymerlatices redispergierbar sind, wobei das Polymermatenal der Senate 

I) zu 0,1 bis 20 Gew.-% aus einem radikalisch polymerisierbaren Vernetzer 

II) zu 4,9 bis 993 Gew.-% aus radikalisch polymerisierbaren funktionellen Monomeren der Formel 

£5 Z'-(R)*-X 

wobei 

Z r Fur die radikalisch polymerisierbare Hnh eit 
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R fOr einen Abstandhalter 

X fOr eine reaktive, nucleophil arigreifbare Gruppe und 
nfOrOoder I steht 

zusammen mil radikalisch polymerisierbaren, hydrophilen Monomeren B mit der MaBgabe, daO der 
Anteil d*r funktioncllen Monomeren am Gesamtpolymerisat der Schalt wenigstens 0,1 Gew.-% be- 
iragtund 

III) zu 0 bis 95 Gew.-% aus nicht oder nur begrenzt wasserloslichen, radikalisch polymerisierbaren 
Monomeren A aus der Gruppe der Methacrylsaure- und Acrylsaure sowie aus der Gruppe der 
Vinylester von Carbonsauren aufgebaut ist, wobei die Monomerenzusammensetzungder Schale so 
gcwahllist.daG 

IV) der TimarWert der Schale im wasserfreien Zustand im Bereich von 20 Grad bis 250 Grad C liegt, 
und daB das Polymermaterial des Kerns durch Emulsionspolymerisation von radikalisch polymerisier- 
baren Monomeren erzcugt worden ist 

2. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB \nspruch I, dadurch gekennzeichnet daB das Polymer- 
material der Schale keine aromatischen Strukturemheiten besitzt 

3. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB den Anspruchen 1 bis 2. dadurch gekennzeichnet, daB das 
Polymermaterial der Schale elektroneutral ist 

4. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Monomeren der Typen A und B jsweils zu mlndestens 50 Gew.-^a, bezogen auf das Gesamigewichi der 
Monomeren A oder B, aus Derivaten der Acryl- unaVoder MethacrylsSure bestehen. 

5. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Kern "aus einem an sich weichen, aber stark vernetzten Polymermaterial aufgebaut ist 

6. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Kern aus einem an sich harten Polymermaterial aufgebaut ist 

7. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemSB den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Kern Trager einer auf physikalischem Weg feststellbaren Markierung ist 

i: Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB den Anspruchen 1 bis 7. dadurch gekennzeichnet daB der 
Kern einen oder mehrere Farbstoffe enthait 

9. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB dem Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet daB der Kern 
einen oder mehrere Fluoreszenzfarbstoffe enthait 

10. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB den Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Kern eine solche Dichte besitzt daB dem gesamten Polymerlatix eine von dem anzuwendenden 
wSBrigen Medium abweichende Dichte verliehen wird. 

1 1. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemSB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der Kern 
ganz oder teilweise aus solchen Monomeren aufgebaut ist die dem gesamten Polymerlatex eine h6here 
Dichte als die des waBrigen Mediums verleihen. ■ 

12. Poiyfficfraiiees mil Kcfn-Seftuie- Aufbau gem-SB der. AnSprGchcri 1 bis i i, uauGrch gckcTinzcichuci, daB 
der mittlere Teilchendurchmesser zwischen 0,05 und 5 u.m liegt 

13. Polymerlatices mit Kcrn-Schale- Aufbau gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet daB der mittlere 
Teilchendurchmesser 0.5 bis > 2 urn betragt 

.14. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB den Anspruchen 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Gewicht des Polymermaterials des Kerns zu dem Gewicht des Polymermaterials der Schale im Verhalt- 
nisl :3 bis 10:1 stent 

15. Polymerlatices mit Kern-Schale-Aufbau gemaB den Anspruchen 1 bis 14. dadurch gekennzeichnet daB 
der Gewichtsanteil der Schale umso gewahlt wird, je kleiner der Latex-Kern ist 
•16. Wafirige Dispersion der Polymerlatices gemaB den Anspruchen I bis 15. 

17. WaBrige Dispersionen der Polymerlatices gemSB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet daB sie einen 
Polymergehalt von 1 5 bis 30 Gew.-%, bezogen auf die Gesamtdispersion, besitzen. 

;18. Verwendung der Polymerlatices gemaB den Anspruchen 1 bis 17, zur Herstellung von diagnostischen 
Heagentien. 

J9. Verwendung der Polymerlatices gemaB Anspruch 18, zur Herstellung von Diagnostika zum Nachweis 
VonAntigen-Antikorperreaktionen. 

20. Verwendung der Polymerlatices gemaB Anspruch 1, zur Immobilisierung von AntikSrpern. 

21. Verwendung der Polymerlatices gemaB den Anspruchen 1 bis 17, zur Immobilisierung von Microorga- 
nismen. 

22. Verwendung der Polymerlatices gemaB den Anspruchen 1 bis ^zurlmmobflisierung-von Viren. 

23. Verwendung der Polymerlatices gemaB den Anspruchen 1 bis 17, zur Immobilisierung von einem oder 
mehreren Enzymen. 

24. Verwendung der Polymerlatices gemaB den Anspruchen 1 bis 17, zum Vernetzen von Bio(makro)mole- 
kulen. 
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